es 4432 4 民 虫 学 R 
第 44 卷 第 2 期 j Vol.44, No.2 
2001 年 5 月 ACTA ENTOMOLOGICA SINICA May, 2001 


棉铃 虫 不 同 发 育 阶 段 微 粒 体 P450 酶 系 
组 成 和 活性 的 比较 


Bi WE, F W AMA 


《中 国 科学 院 动物 研究 所 ， 农 业 虫害 鼠 害 综 合 治理 研究 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100080) 


摘要 : 比较 了 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 6 龄 幼虫 、 晴 、 成 虫 微粒 体 P450 单 加 氧 酶 系 组 成 及 其 
活性 。P450 含量 在 6 龄 幼虫 中 肠 > 《脂肪 体 = 晴 ) >Re, NADPH 细胞 色素 还 原 酶 在 幼虫 中 肠 
> 幼虫 脂肪 体 > 晴 > 成 虫 : 6 龄 幼虫 脂肪 体 微 粒 体 与 晴 脂 肪 体 微 粒 体 P450 含量 相近 ， 但 NADPH- 
细胞 色素 还 原 酶 活性 前 省 是 后 省 的 4.2 fa; 成 虫 微 粒 体 的 细胞 色素 P450 和 NADPH 细胞 色素 
P450 REE ERR, LEREN. AI-E EMR RA ARANE P450 酶 系 活 性 表 
明 ， 与 6 龄 幼虫 相 比 ， 师 和 成 虫 共 有 极 低 的 单 加 氧 酶 活性 ， 其 OQ- 脱 甲 基 酶 活性 未 检 出 ， 艾 氏 剂 环 
氧化 酶 活性 比 幼虫 低 2 一 3 个 数量 级 。 

Aid: MARA: P450 单 加 氧 酶 ;生长 发 育 表达 
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作为 全 变态 昆虫 ， 棉 铃 忠 Helicoverpa armigera 一 生 经 历 卵 、 幼 忠 、 肾 、 成 忠 4 个 发 育 阶 
段 ， 表 现 为 4 种 不 同 虫 态 。 不 同 虫 态 的 棉铃 虫 所 处 的 生活 环境 迎 异 ， 其 抵御 外 来 化 学 压力 的 
方式 可 能 不 同 。 鳞 薄 目 昆虫 大 多 以 幼虫 取 食 为 害 ， 其 P450 酶 系 在 幼虫 期 的 生长 发 育 表 达 受 到 
EAU, MAK. RB MERKKI P450 酶 系 特征 报道 较 少 。 为 揭示 对 外 来 物质 起 重 
要 作用 的 P450 酶 系 在 棉铃 虫 不 同 发 育 阶段 的 表达 规律 ， 我 们 比较 研究 了 幼虫 、 晴 、 成 虫 3 个 
时 期 的 棉铃 虫 微粒 体 P450 酶 系 特征 。 


1 材料 和 方法 


1.1 化 学 试剂 

NADPH. NADH 《>>98%)、DTT (1,4 -Dithiothreitol >97%) 为 B，M 产品 ， 牛 血清 
AA CBSA) JAA Sigma 公司 ，PMSF 《phenylmethylsulfonyl fluoride) Æ Serva 产品 ， 
Aldrin, Dieldrin © > 99%) 为 RIEDEL-DEHAENAGSEELZE-HANNOVER 4 ?*, PTU 
Cphenylthiourea? 等 其 它 试剂 为 国产 分 析 纯 。 
1.2 wh 

He BAS AH, BU RAP RIAA RIK. TRA (2540. AR 
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全 : 夜 为 14:10， 人 工 饲料 喂养 [51。 幼 虫 为 6 龄 3 Aw, WAH 3 一 5 天， 成 虫 羽 化 2 日 内 ， 
未 经 取 食 。 
1.3 微粒 体制 备 

参考 Lee Soti HA., ERAR REFI 400 mg EA) 在 1.15% 的 KCl 溶液 中 
解剖 ， 中 肠 在 去 除 内 含 物 洗 净 后 置 匀 浆 缓 冲 液 (HB: 0.1 mmol/L 磷酸 钠 缓冲 液 pH 7.5, E 
1 mmol/L EDTA，0.1 mmol/L DTT; 1 mmol/L PTU，1 mmol/L PMSF; 10% glycerol), 74 
虫 脂肪 体 、 晴 、 成 虫 腹部 直接 置 于 HB 中 。 用 全 玻璃 匀 浆 器 匀 浆 ， 色 浆液 经 4 层 纱 布 过 滤 后 
在 10 000xg 离 心力 下 离心 15 min (Beckman J2-MC BRA DID. HAWN. A 
100 000 xg 下 离心 1 h (Hitachi CP-70 超速 离心 机 ), 将 微粒 体 沉 淀 在 悬浮 缓冲 液 CRB: 
0.1 mol/L 磷 酸 钠 缓冲 液 pH 7.5, 1 mmol/L EDTA，0.1 mmol/L DTT, 1 mmol/L PMSF, 
20% glycerol) FARF FRI. 
1.4 Heath 
1.4.1 P450 GEME: 参考 Omura 与 Satt DA, E Kulkarni 和 Hodgson! $! Æ Jefcoate 7! 
等 指出 的 注意 要 点 ， 以 下 述 方 法 进行 。 将 微粒 体 悬 浮 液 稀 释 至 1 mg/mL 左右 ， 一 分 为 二 ， 分 
别 加 入 参 比 标 和 样品 杯 中 ， 待 基线 平稳 后 ， 在 样品 杯 中 通 CO 1 min， 再 在 参 比 杯 和 样品 杯 分 
别 加 入 约 2 mg 连 二 亚硫酸钠 ， 平 衡 min 后 ， 在 波长 400 一 500 nm 扫描 (Beckman DU-650)， 
记录 CO 差 光 谱 ， 以 AODe4so -4oo = 91 为 毫 摩尔 消光 系数 ， 计 算 P450 含量 。 
1.4.2 细胞 色素 还 原 酶 活性 测定 : 主要 参考 Capdevila FR Feng 等 世 ] 方 法 ， 反 应 体系 包 
括 0.1 mol/L 磷酸 钠 缓冲 液 (pH= 7.8)，0.5 mg/mL 细胞 色素 C，40 一 100 po WEA, 
H 0.1 WER NADPH AWRA, Æ 30C 下 动态 记录 光 吸 收 CODs59) 变化 3 min, LASS ECR 
消光 系数 =21.1 来 计算 细胞 色素 C 被 还 原 的 量 。 
1.4.3 ”QO- 脱 甲 基 活 性 测定 : 参考 Hansen 和 Hodgsonl!?!, Shang 和 Soderlund 3 等 方法 ， 反 应 
体系 的 总 体积 为 2 mL， 含 0.1 mol/L ERAZMA (pH = 7.8)，0.36 mmol/L NADPH, 
1.5% BSA, 3 mmol/L ARAM (30 pL 乙醇 液 )，0.S mL 微粒 体 酶 液 或 1.0 mL 粗 酶 
WR. TE25C 振荡 温 育 30 min 后 ， 用 0.5 mL1.0 mol/L HC 终止 反应 ， 加 入 2.5 mL HAP 
茜 取 产物 ， 离 心 分 层 后 ， 取 1.5 mL 三 毛里 煤层 ， 加 入 等 体积 的 0.$ mol/L NaOH 溶液 反 提 取 
产物 ， 将 NaOH 层 在 400 nm 波长 比 色 ， 以 0.5 mol/L NaOH 溶液 为 空白 ， 以 对 - 硝 基 酚 作 标 
准 曲 线 ， 定 量 反 应 产物 对 - 硝 基 酚 的 量 。 
1.4.4 艾 氏 剂 环 氧化 活性 测定 : 参考 Lee 和 Scott5] 方 法 ，1 mL 反应 体系 中 包括 : 0.1 mL 酶 
液 ，0.1 mol/L 磷酸 钠 缓冲 液 (pH= 7.8)，0.36 mmol/L NADPH。 用 5 ul CRF (4 mg/ 
mL, ZERO) AWRY, fE25CRN10~15 min 后 ， 用 2 mL 的 冷 石油 配 C60~90T) 终止 
反应 并 提取 产物 狄 氏 剂 ， 石 油 醚 相 经 无 水 硫酸 钠 脱 水 后 ， 用 于 气相 色谱 分 析 。 

色谱 条 件 ， ECD 检测 器 ， 毛 细 柱 : BPX-50, 30 mX0.35 mm; 膜 厚 0.5 ymo HER: 
50% Phenyl (equiv. ) PolysiLphenylene。 进 样 口 温度 : 2500. His 230C， 检测 器 温度 ; 
300C 。 柱 流量 : 3.03 mL/min， 该 条 件 样品 保留 时 间 为 6.3 min， 最 小 检 出 量 为 1.0 ng/mL. 
15 蛋白 含量 测定 


Bradford tt A75, DA BSA 为 标准 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 酶 系 组 成 的 比较 

从 表 1 中 可 以 看 到 ，P450 含量 中 肠 最 高 ， 肾 其 次 ， 而 成 忠 P450 含量 很 低 (AOD = 
0.00$4)7。 酶 系 的 另 一 主要 成 分 ， 细 胞 色素 P450 还 原 酶 表现 出 同样 的 趋势 。 肾 与 6 龄 幼虫 脂 
肪 体 比 较 ， 其 P450 含量 相当 ， 但 细胞 色素 P450 还 原 酶 水 平 ， 晴 要 显著 低 于 幼虫 脂肪 体 。 
2.2 酶 系 活 性 的 比较 

从 不 同 发 育 阶段 棉铃 虫 P450 酶 系 表 达 的 活性 来 看 〈 表 2)， 与 幼虫 比较 ， 晴 和 成 虫 表现 
出 极 低 的 活性 。 





表 1 不 同 发 育 阶段 棉铃 虫 P459 酶 系 成 分 比较 
Table 1 P456 content and NADPH-cytochrome P450 reductase activity of microsomes 


from 6th instar larva, pupa and adult of the cotton bollworm 





幼虫 中 肠 幼虫 脂肪 体 he RE 
Midgut of larva Fatbody of larva Pupa Adult 
细胞 色素 P450 cytochrome P450 (nmol/mg) 0.687 1 0.045 0.220 | 0.021 0.19210.017 0.060 ! 0.003 


NADPH-Cyt P450 还 原 酶 * NADPH P450 reductase 71.35 | 28.03 31.05 19.80 7.321 3.12 未 检测 到 undetectable 
* nmol/ (mintmg) 
表 2 不 同 发 育 阶段 棉铃 虫 的 P459 酶 系 活 性 《nmol /(mg*min)) 


Table 2 P450 monooxygenase activity of microsomes from 6th instar larva; pupa 


and adult of the cotton bollworm 


幼虫 中 肠 幼虫 脂肪 体 是 RE 
Midgut of larva Fatbody of larva Pupa Adult 
盒 脱 申 基 活性 3.32 10.28 2.30 ! 0.80 未 检测 到 未 检测 到 | 
O-demethylation of p-nitroanisole undetectable undetectable 
艾 氏 剂 环 氧 化 活性 6.88 11.52 2.35 10.45 (18.35 1 1.97)x10 3 (7.1710.58)x10 3 


aldrin epoxidation 
3 讨论 


ER P450 酶 系 活性 在 不 同 发 育 阶段 或 同一 发 育 阶 段 的 不 同时 期 可 能 有 较 大 的 不 同 .5)， 
高 活性 往往 与 活跃 取 食 阶段 相 联系 :1]。 本 研究 结果 显示 成 忠 P450 含量 、 细 胞 色素 P450 还 原 
酶 活性 都 极 低 ， 其 OQ- 脱 甲 基 活 性 以 及 艾 氏 剂 环 氧化 活性 也 远 低 于 6 龄 幼虫 。 这 种 活性 表现 合 
乎 通常 的 一 种 论点 ， 即 Paso 酶 系 活性 与 昆虫 接触 外 源 物质 的 程度 相关 [7 ]。 棉 铃 忠 成 忠 与 
幼虫 虽然 都 是 活跃 取 食 阶段 ， 但 具有 过 然 不 同 的 获取 营养 的 途径 ， 覃 铃 虫 幼 虫 取 食 多 种 寄主 
植物 ， 经 常 接触 寄主 植物 中 的 各 种 次 生物 质 ， 而 大 多 数 次 生化 合 物 对 棉铃 虫 的 生长 发 育 是 不 
AG). AAA. ARREARS A. RELA Paso 酶 系 活性 。 而 成 忠 以 花蜜 等 
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相对 无 毒物 质 为 食 ， 解 毒 代 谢 失 去 意义 ， 棉 铃 虫 成 虫 的 P450 低 活性 体现 出 其 “节约 ”的 进化 
策略 。 在 其 它 鳞 码 目 昆虫 中 成 虫 人 缺少 可 检测 的 P450 酶 系 活性 也 有 所 报道 51%201，。 

成 虫 与 幼虫 微粒 体 P450 酶 系 活 性 的 表现 可 能 因 昆 虫 种 群 和 酶 活性 测定 的 底 物 不 同 而 有 所 
不 同 。Leonova 及 Slynkd21 比 较 了 棉铃 虫 6 龄 幼虫 和 成 虫 微粒 体 P450 酶 系 活性 ， 发 现 6 龄 幼 
È P450 含量 是 成 虫 的 3 倍 ， 茶 并 花 羟 基 化 作用 成 虫 比 幼虫 高 〈8 倍 )， 而 对 - 硝 基 葵 甲酸 及 O- 
脱 甲 基 酶 活性 无 差异 。 对 成 虫 表现 出 较 高 活性 作者 没有 作出 任何 讨论 。Kirby171 等 研究 了 烟 
芽 夜 蛾 Heliothis virescens 不 同 种 群 幼 虫 和 成 虫 的 MFO 活性 ， 发 现 不 同 种 群 间 成 虫 P450 酶 系 
活性 相似 而 在 幼虫 期 则 有 差异 ， 同 一 种 群 的 成 虫 与 幼虫 的 P450 BRM RAF HR, A 
研究 的 结论 与 Leonova 和 Shynko，Kirby 等 不 一 致 ， 可 能 有 材料 方面 的 原因 。 我 们 报道 的 是 
以 羽化 2 日 内 未 经 取 食 的 成 虫 为 材料 的 研究 结果 ， 至 于 经 食物 刺激 及 不 同日 龄 的 成 虫 P450 活 
性 的 变化 还 有 待 进一步 的 研究 。 

肾 不 从 外 界 物质 摄取 食物 ， 接 触 外 源 物 质 的 程度 最 低 ， 从 理论 上 说 不 应 具备 任何 解毒 的 
MFO 活性 ， 本 研究 结果 表明 晴 期 存在 一 定 含量 的 P450 和 细胞 色素 P450 还 原 酶 ， 表 现 出 比 成 
虫 更 强 的 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活性 。 值 得 注意 的 是 晴 期 棉铃 虫 的 P450 含量 与 6 龄 幼虫 脂肪 体 的 接 
近 ， 是 否 预示 晴 期 P450 是 幼虫 脂肪 体 P450 在 晴 期 的 遗留 ? 同时 注意 到 晴 昌 然 与 幼虫 脂肪 体 
P450 含量 相当 ， 但 其 O- 脱 甲 基 活 性 和 艾 氏 剂 环 氧化 活性 却 比 脂肪 体 组织 低 得 多 ， 这 是 否 预 
示 肾 期 P450 酶 系 主要 起 对 内 源 性 物质 代谢 的 功能 ? 晴 昌 然 处 在 不 吃 不 动 ， 但 内 部 可 能 在 为 发 
育 为 成 虫 进行 复杂 的 生理 活动 ， 不 能 排除 其 P450 酶 系 担当 生理 物质 的 代谢 作用 的 可 能 
P450 酶 系 另 一 组 成 成 分 的 NADPH- 细 胞 色素 P450 还 原 酶 水 平 的 降低 而 改变 P450 与 NADPH- 
P450 还 原 酶 的 比例 也 可 能 是 晴 期 酶 系 活 性 低 的 原因 。 谭 维 嘉 等 [4] 比 较 了 不 同龄 期 去 头 幼 虫 和 
旺 的 艾 氏 剂 环 氧化 活性 提出 ， 随 龄 期 增 大 ， 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活性 降低 ，6 MOBS wR, 
前 者 是 晴 的 1.3 倍 ， 也 表现 为 幼虫 > 成 虫 。 有 关 晴 期 P450 酶 系 的 报道 极 少 ， 没 有 更 多 可 用 于 
比较 的 研究 资料 ， 但 这 方面 的 工作 无 疑 是 对 昆虫 作 全 面 了 解 不 可 或 缺 的 内 容 。 

近年 来 Wang 与 Hobbd221 从 幼虫 中 分 离 鉴定 了 棉铃 虫 第 1 个 P450 基因 CYP6B2，Ranas- 
inghd23] 对 CYP6B2 基因 表达 的 生长 发 育 进 行 了 研究 。 发 现 CYP6B2 mRNA 在 卵 内 未 检 出 ， 
在 未 接触 食物 的 1 龄 幼虫 中 含量 极 低 ， 随 龄 期 的 增 大 ，CYP6B2 mRNA 含量 一 直上 升 直至 5 
龄 幼虫 ， 而 在 晴 和 成 虫 期 未 检测 出 ， 这 与 本 研究 的 结果 《〈 除 晴 以 外 》 有 较 好 的 一 致 性 。 

抗 性 问题 给 棉铃 虫 的 防治 带 来 了 极 大 的 困难 ， 着 眼 成 虫 控 制 是 近年 来 我 国 棉铃 虫 防治 的 
一 项 得 力 措施 ， 成 虫 朋 伏 夜 出 但 却 是 活动 虫 态 ， 为 化 学 防治 提供 了 另 一 环节 。 在 泰国 ， 有 采 
取 夜 间 自 动 喷雾 技术 兼 防 幼虫 与 成 虫 的 成 功 例子 21。 微粒 体 P450 BAN EBM REMAR 
剂 等 外 源 物质 的 代谢 ,揭示 成 忠 P450 酶 系 特征 与 功能 对 于 评估 化 学 防治 成 虫 的 可 行 性 意义 十 
分 重大 。 本 项 工作 显示 成 虫 具 有 极 低 的 P450 酶 系 成 分 含量 和 活性 ， 推 测 它 对 杀 虫 剂 的 耐 受 能 
力 较 低 ， 可 能 成 为 化 学 防治 的 有 效 靶 标 。 当 然 在 实际 操作 中 ， 还 要 考虑 到 用 模式 底 物 测定 的 
P450 酶 系 活性 的 大 小 并 不 一 定 与 昆虫 对 杀 虫 剂 的 耐 受 性 直接 正 相 关 -172.， 成 虫 P450 酶 系 的 
活性 也 可 能 因 种 群 或 日 龄 而 有 所 不 同 。 
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Comparison of components and activities of microsomal P458 
monooxygenases from the cotton bollworm, Helicoverpa 
armigera during different developmental stages 


QIU Xing-hui, LI Wei» LENG Xin-fu 
(State Key Laboratory of Intergrated Management of Pest Insects and Rodents: Institute of 
Zoology, the Chinese Academy of Sciences: Beijing 100080, China) 


Abstract: The components and activities of microsomal P450 monooxygenases in 6th instar larva» 
pupa and adult were examined. The results showed that the levels of P450 and NADPH-P450 re- 
ductase were in the order of 6th instar larval midgut > pupae >adults. The contents of cytochrome 
P450 in pupa was similar to that in 6th instar larval fatbody» while the level of NADPH-cy- 
tochrome P450 reductase in the former was only about quarter as much as that in the latter. In 
adult microsome, the two components were undetectable. Compared with 6th instar larvae» the 
assayed activities were much lower in adult and pupa: the p-nitroanisole demethylation was unde- 
tectable and aldrin epoxidation was 107? fold as that in 6th instar larva. 


Key words: Helicoverpa armigera; cytochrome P450 monooxygenase: developmental expression 


